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IDENTIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN MOLECULAR DEL GÉNERO Vibrio 
EN LA HEMOLINFA Y HEPATOPÁNCREAS DE Litopenaeus vannamei EN 
CULTIVO SEMI-INTENSIVO EN TUMBES, 2014. 
Est. Jhunior Xavier Oviedo Casariego1 
Ing. Tessy Peralta Ortiz2  
 
RESUMEN 
La presente investigación tuvo como objetivo identificar y caracterizar bacterias 
del género Vibrio que están presentes en la hemolinfa y hepatopáncreas del 
Litopenaeus vannamei proveniente de un cultivo semi-intensivo en Tumbes. 
Las muestras se extrajeron de las langostineras Ccoral S.A y Esmeralda, el 
proyecto se realizó entre noviembre del 2014 y febrero del 2015 en las 
instalaciones del Laboratorio de Biología Molecular de la Facultad de Ingeniería 
Pesquera y Ciencias del Mar en la Universidad Nacional de Tumbes.Se 
recolectaron 5 ejemplares de Litopenaeus vannamei de cada langostinera y a 
partir de su hemolinfa y hepatopáncreas se realizó un aislamiento bacteriano 
en agar TCBS. Se aislaron en total 42 cepas bacterianas y de éstas se hizo 
una extracción de ADN y posterior PCR con primers para el gen 16S ARNr y 
primers específicos para Vibrio parahaemolyticus y V. anguillarum. Se 
secuenció 13 productos de PCR obtenidos del gen 16S ARNr y se identificó 
mediante alineamiento en la herramienta bioinformática BLAST. Las 
secuencias obtenidas indicaron que las cepas estuvieron relacionadas con V. 
shilonii, V. communis, V. harveyi, V. tubiashi, Vibrio sp, V. brasiliensis, V. 
parahaemolyticus. La cepa identificada mediante secuenciación como V. 
parahaemolyticus también fue confirmada por PCR con los primers específicos. 
Además de ésta, otra cepa identificada como Vibrio sp también produjo una 
amplificación con este juego de primer. Los primersespecífico a  V. anguillarum 
no produjeron amplificación alguna. 
Palabras clave: Litopenaeus vannamei, Vibrio, identificación molecular, PCR. 
 
Estudiante de la Escuela de Ingeniería Pesquera Acuícola de la Universidad Nacional de 
Tumbes 
2
Profesora Asociada de la  Facultad de Ingeniería Pesquera y Ciencias del Mar de la 
Universidad Nacional de Tumbes 
 
Tesis presentada para obtener el título profesional de Ingeniero Pesquero 
Universidad Nacional de Tumbes  
Facultad de Ingeniería Pesquera y Ciencias del Mar 
Escuela Académica Profesional de Ingeniería Pesquera Acuícola 
Calle Los Ceibos S/N Puerto Pizarro, Tumbes-Perú  
E-mail: xavirgo2908@hotmail.com 
2015 
 
13 
 
IDENTIFICATION AND MOLECULAR CHARACTERIZATION Vibrio in the 
hemolymph and hepatopancreas of Litopenaeus vannamei SEMI-INTENSIVE 
CULTURE IN TUMBES, 2014. 
Est. Jhunior Xavier Oviedo Casariego1 
Ing. Tessy Peralta Ortiz2 
 
ABSTRACT 
This research aimed to identify and characterize Vibrio present in the 
hemolymph and hepatopancreas of Litopenaeus vannamei from a semi-
intensive farming in Tumbes.The samples were extracted from the shrimp 
companies Ccoral SA and Esmeralda, the project was conducted between 
November 2014 and February 2015 in the Laboratory of Molecular Biology, 
Faculty of Fisheries Engineering and Marine Sciences at the National University 
of Tumbes.5 specimens of Litopenaeus vannamei of each shrimp companies 
were collected and from their hemolymph and hepatopancreas a bacterial 
isolation in TCBS agar was performed. 42 bacterial strains were isolated and 
underwent DNA extraction and subsequent PCR with primers for the 16S rRNA 
gene and primers specific for Vibrio parahaemoliticus and V. anguilarum.13 
PCR products obtained with the 16S rRNA gene were sequenced and identified 
by the BLAST alignment tool bioinformatics.The sequences obtained indicated 
that the strains were related to V. shilonii, V. communis, V. harveyi, V. tubiashi, 
Vibrio sp, V. brasiliensis, V. parahaemolyticus. The strain identified by 
sequencing asV. parahaemoliticus was also confirmed by PCR with specific 
primer. Besides this, another strain identified as Vibrio sp also produced an 
amplification with this game first. The specific primers did not produce any 
amplification V. anguilarum. 
 
 
Keywords: Litopenaeus vannamei, Vibrio, molecular identification, PCR. 
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I. INTRODUCCIÓN 
Uno de los principales problemas que afectan la acuicultura son las 
enfermedades que ocasionan grandes pérdidas económicas. Las 
enfermedades son principalmente de origen viral y bacteriano.Entre las 
especies bacterianas, las Gram negativas son las predominantes del ambiente 
marino, entre ellas las más importantes son las del género Vibrio que se alojan 
en el tracto digestivo, branquias, hepatopáncreas y cutícula del langostino y 
ocasionalmente en la hemolinfa. La presencia de estas especies bacterianas 
junto a otros factores estresantes, desencadena el desarrollo de infecciones, 
conocido como vibriosis la cual está presente en todo el mundo y en todos los 
crustáceos marinos, incluido los langostinos, que son los más susceptibles 
(Morales-Covarrubias2008).  
Entre los métodos de control de éstos patógenos, el monitoreo constante del 
estado sanitario de los campos langostineros es el más recomendado. En Perú, 
el monitoreo en campo generalmente, es desarrollado en base a métodos de 
microbiología tradicional utilizando medios selectivos como el TCBS, si bien 
éste método permite obtener una visión general de la cantidad de bacterias 
presentes en la muestra, no es posible tener una identificación especifica de las 
bacterias presentes lo cual no hace posible un manejo adecuado de para el 
control de éste tipo de patógenos.  
Ante las falencias de la microbiología tradicional para el diagnóstico de 
patógenos bacterianos en el cultivo de langostino, las herramientas 
moleculares como la PCR  se han presentado como una importante alternativa 
para sustituir al diagnóstico microbiológico. Mediante ésta técnica se amplifica 
un fragmento del gen 16S ARNr y se secuencia los nucleótidos que lo 
compones, éstos son contrastados en una base de datos como el GenBank, y 
por medio del porcentaje de similitud se obtiene una identificación más precisa.  
Por tal motivo la presente investigación tuvo el objetivo de identificar mediante 
PCR del gen 16S ARNr a bacterias del género Vibrio que están presentes en la 
hemolinfa y hepatopáncreas del Litopenaeus vannamei proveniente de un 
cultivo semi-intensivo en Tumbes, en el año 2014. 
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II. MARCO TEÓRICO 
 
La industria del cultivo de langostino en América Latina es una de las 
mayores fuentes de ingresos en estos países. Inicialmente, se utilizaban 
poslarvas silvestres capturadas en estuarios y zonas costeras. Sin embargo 
con la aparición de diversas enfermedades se comenzó a utilizar poslarvas 
producidas en laboratorio. (Mora y López 2007). 
Uno de los principales problemas que afecta la acuicultura son las 
enfermedades las cuales ocasionan grandes pérdidas económicas. Por lo que 
la mayor importancia para la solución de este problema es la prevención y 
control en el cultivo. 
Las enfermedades son principalmente de origen viral y bacteriano en 
langostinos de cultivo en el  continente americano, siendo las bacterias Gram 
negativas las que predominan en el ambiente marino y que constituyen la 
mayoría de las bacterias que normalmente se presentan en la microflora de los 
langostinos silvestres y de cultivo. Entre ellas las bacterias más importantes 
son las del género Vibrio, las cuales son consideradas como patógenos 
oportunistas, localizadas principalmente en el tracto digestivo, branquias, 
hepatopáncreas y cutícula de langostinos peneidos y ocasionalmente en 
hemolinfa, y junto a otros factores estresantes, da origen al desarrollo de 
infecciones tales como vibriosis, hepatopáncreas edematoso y necrótico con un 
alto grado de vacuolización en las células B en larvicultura y engorda. Estas 
bacterias del genero Vibrio causan infecciones letales al interactuar con 
factores nutricionales, bióticos, abióticos, genéticos e inmunológicos (Morales-
Covarrubias 2008). 
La vibriosis está presente en todo el mundo y en todos los crustáceos marinos, 
incluido los langostinos que son los más susceptibles. Las epizootias ocurren 
en  todos los estadíos de vida; la infección causa alta mortalidad 
particularmente en poslarvas y juveniles, los langostinos moribundos son 
encontrados en la superficie y nadando en las orillas. Los síntomas de la fase 
inicial de la enfermedad son opacidad muscular y tracto digestivo vacío y en la 
fase grave, los síntomas son expansión de los cromatóforos, hepatopáncreas 
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inflamado y luminiscencia. Si la vibriosis afecta el hepatopáncreas ocasiona 
una lesión conocida como síndrome de  bolitas blancas la cual produce 
necrosis de las células epiteliales de los túbulos y estas células, se separan de 
la basal, produciéndose depitelialización; las bacterias del género también 
ocasiona la lesión síndrome de bolitas negras, que se presenta cuando el 
langostino ha comido y las células presentan pigmentos del alimento y éstas se 
descaman (Morales-Covarrubias 2008). 
Las infecciones ocasionadas por la vibriosis en los laboratorios de producción 
de poslarvas y en instalaciones de crianza y engorda son ocasionadas por 
formas bioluminiscentes de V. alginolyticus, V. parahaemolyticus, V. harveyi y 
V. vulnificus que son las que se reportan con mayor frecuencia y las que se 
reportan ocasionalmente son V. damsela y  V. fluvialis (Gomez, Roque y 
Guerra 2001). 
Las infeccionesdenominadas vibriosis, causadas por Vibrio  en el langostino 
juvenil, subadulto y adulto son el resultado de trauma físico, condiciones 
ambientales extremas, secundarias a infecciones causadas por otros 
patógenos o por formas altamente virulentas y están bien delimitados por 
células hemocíticas formando cápsulas o tapones, los cuales comúnmente se 
encuentran melanizados. Las bacterias pueden ser observadas adyacentes a 
tales lesiones y pueden ser debidas aabscesos focales dentro del 
hepatopáncreas causado por parásitos, infecciones virales o por causas 
desconocidas. Otro tipo es la vibriosis sistémica en áreas en donde se cultiva 
principalmente L. vannamei ocasionada por vibrios como V. parahaemolyticus, 
V. vulnificus y V. harveyi (Lightner y Pantoja 2009). 
Para la identificación de las especies bacterianas del género Vibrio presentes 
en la hemolinfa y hepatopáncreas del Litopenaeus vannamei existen dos 
opciones, usar técnicas de identificación bioquímica, que no son 100 % 
precisas o utilizar herramientas moleculares como es la amplificación de un 
fragmento del gen 16S ARNr mediante la PCR (reacción de la cadena 
polimerasa) y luego la contrastación contra la base de datos de GenBank, para 
lograr una identificación más precisa. 
 
17 
 
La PCR amplifica exponencialmente secuencias de ácido nucleico flanqueadas 
por los iniciadores específicos para la detección de un patógeno en particular. 
Dicha amplificación ocurre durante una serie de ciclos de temperatura (Lightner 
y Pantoja 2009). Un ciclo de PCR consiste de tres etapas básicas, 
completamente dependientes de la temperatura: (1) Se separan las cadenas de 
ADN por calentamiento, (2) Se hibridan con un exceso de cebadores de ADN 
sintético cortos, que flanquean la región que se desea amplificar, (3) el ADN 
nuevo se sintetiza por polimerización (Nelson y Cox 2005). Luego de repetir los 
tres pasos unos 25 ó 40 ciclos, el producto amplificado (si se encuentra 
presente) también conocido como amplicón, es sometido a electroforesis en un 
gel de agarosa y visualizado al ser expuesto a luz ultravioleta en un 
transiluminador (Lightner y Pantoja 2009). 
Actualmente el uso de secuencias es muy común; se aplicado en análisis de 
genética de poblaciones y problemas taxonómicos. Este método incluye cuatro 
pasos: i) Identificar secuencias que tenga la variación necesaria; ii) aislar y 
purificar un número elevado de la secuencia (ya sea por clonación o 
amplificación); iii) secuencias; iv) alinear la secuencia. Recientemente se ha 
introducido la secuenciación automática que la reacción de Fred Sanger pero 
con fluorescencia en vez de radiactividad, que se detecta por medio de un 
láser. Cada emisión fluorescente es transmitida como una señal directamente a 
la computadora donde un programa la interpreta y la codifica como un 
nucleótido particular. Entre las principales ventajas que tiene la secuenciación 
de ADN es su alta reproducibilidad y que es codominante, su mayor limitante 
es su alto costo pero es la mejor alternativa entre los métodos con isotopos 
radiactivos (Renteria 2007). 
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III. ANTECEDENTES 
 
Haldar et al. (2011) identificaron bioquímicamente 28 cépas relacionadas a 
V. harveyi; aislados de langostinos enfermos; luego estascepas fueron 
seleccionadas al azar para una caracterización adicional por herramientas 
moleculares. 26 cépas fueron identificadas como Vibrio campbellii y dos como 
V. harveyi por análisis de la secuencia de 16S ARNr  y los genes uridilato 
cinasa. PCR multiplex-hemolisina gen basados en especies específicas 
también confirmó estos resultados. 
Felix et al. (2011) aislaron bacterias del género Vibrio de 10 individuos de 
langostino tigre gigante de 10 meses de cultivo, las muestras fueron 
seleccionadas teniendo en cuenta el comportamiento y condiciones físicas no 
saludables. La amplificación, secuenciación y análisis de bioinformática se 
realizó con el uso del gen 16S ADNr. Los resultados de secuenciación del ADN 
de cada bacteria se compararon en la base de datos del GenkBank. Los 
resultados mostraron 97 % de homología con V. parahaemolyticus, V. 
alginolyticus, V. harveyi, V. shilonii y V. vulnificus. 
Longyant et al. (2008) realizaron un estudio inmunohistoquímico utilizando 
anticuerpos monoclonales específicos para diversos virus del langostino y 
Vibrio spp. en muestras de langostino muerto por causa desconocida con 
síntomas de rayas negras en los lados laterales del cefalotórax o coloración del 
cuerpo ahumado. Doce cepas de Vibrio spp. aislados de los tejidos de 
langostino se identificaron con anticuerpos monoclonales diferentes de 
transferencia de puntos, pruebas bioquímicas y genéticas 16S ARNr. Los 
resultados revelaron tres grupos de V. vulnificus y un grupo de V. shilonii. Los 
cuatro grupos aislados de Vibrio spp. eran inmunológicamente y 
bioquímicamente diferentes. Se demostró que la mortalidad en el langostino se 
debe a la presencia de Vibrio spp. 
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Liu et al. (2004) aislaron Vibrio alginolyticus a partir de langostino (Litopenaeus 
vannamei) enfermo de estanques de cultivo de Taiwán. Seis cépas de Vibrio se 
obtuvieron de langostinos enfermos en 3 granjas, y estas cépas se evaluaron 
para las características incluyendo la morfología, la fisiología, la bioquímica y la 
sensibilidad a los antibióticos. Los resultados indicaron que los aislados 
pertenecían a la misma especie que crecieron en 1 a 8% de NaCl, en 10 a  
40 ºC y en agar TCBS (tiosulfato citrato bilis sacarosa) y que dieron positivo 
catalasa, O/F (oxidación /fermentación), la lisina descarboxilasa, gelatinasa y 
pruebas de citocromo-oxidasa. Identificación de CH003 (1 de 6 aislamientos) 
se confirmó mediante un ensayo de PCR para V. alginolyticus (amplicón 
esperado 1486 pb). La secuencia de 16S ADNr (GenBank número AY373027) 
dio 99,9% de identidad de secuencia de V. alginolyticus (GenBank número de 
acceso X74690). 
Gopal et al. (2005) estudiaron la aparición de diversas especies de Vibrio en 
agua, sedimentos y muestras de langostino de múltiples entornos de cultivos 
del este y la costa oeste de la India. La abundancia relativa fue mayor en 
cultivos de la costa oeste (104 UFC/ml de agua) en comparación con la costa 
este (102 UFC/ml de agua). V. Alginolyticus (3-19 %), V. parahaemolyticus 
(2-13 %), V. harveyi (1-7 %) y V. vulnificus (1-4 %) fueron las especies de 
Vibrio predominantes identificados por pruebas bioquímicas estándar. La 
identificación bioquímica de V. parahaemolyticus, el otro patógeno humano de 
las especies mencionadas anteriormente, fue confirmada por PCR dirigida al 
gen toxR y un locus cromosómico de 387 pb específico para esta especie. 
Hernández-López et al. (1997) aislaron las bacterias de los géneros Vibrio, 
Pseudomonas y Aeromonas del intestino de los langostinos marrón 
aparentemente sanos (Penaeus californiensis) cultivados en un estanque 
llenados por marea. El aislamiento se realizó primero en caldo de mar, a 
continuación, en medios selectivos (TCBS, cetrimide y MacConkey). La 
identificación de cepas oxidasa positiva se basa en la característica morfológica 
y colonial, capacidades bioquímicas, y tolerancia a la salinidad y temperatura. 
Sistema API 20E y análisis de ácidos grasos también fueron incluidos. Tres 
bacterias potencialmente patógenas, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio furnissii y 
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Pseudomonas putida fueron aisladas e identificados a partir del intestino del 
langostino sano. 
 
 
IV. MATERIAL Y MÉTODOS 
4.1. MATERIALES 
4.1.1 Material biológico 
- 10 langostinos Litopenaeus vannamei. 
 
4.1.2 Equipos y materiales  
- Materiales: 
 01 Micropipeta de 100–1000 µl. 
 01 Micropipeta de 20-200 µl. 
 01 Micropipeta de 10-100 µl. 
 Puntas con filtro de 100 µl. 
 Puntas con filtro de 200 µl. 
 Puntas con filtro de 1000 µl. 
 50 Tubos eppendorf de 1,5. 
 50 Tubos eppendorf de 0,2 ml. 
 01 Microplaca de 96 pozos. 
 20 Placas Petri. 
 20 Tubos falcon de 15 – 50 ml. 
 01 Balde de 20 L. 
 20 jeringas de 1 ml. 
 01 Estuche de disección. 
 01 Paquete de algodón. 
 02 Matraz de 500 ml. 
 
 Equipos: 
 01 Termociclador marca Thermo Scientific 
 01 Centrifuga marca Sigma modelo 1-15K 
 01 Equipo para baño maríamarca Bionet modelo BM5 
 01 Refrigeradoramarca Lg modelo gm 749 ftca 
 01 Transiluminador 
 01 Cámara fotográficamarca Samsung modelo ES90 
 01 Equipo para electroforesis vertical 
 01 Horno microondasmarca Panasonic modelo NN-S52PE 
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 01 Autoclave marca All American modelo 25X-2 
 
 Insumos: 
 01 Kit de 100 reacciones para amplificación del gen 16s 
ARN. 
 Medio de cultivo agar tiosulfato citrato bilis sacarosa. 
(TCBS). 
 Medio de cultivo agar tripticasa soya (TSA). 
 Solución salina estéril al 0,85%. 
4.2. MÉTODOS 
4.2.1. Recolección de la muestra 
Se recolectaron 10 ejemplares de Litopenaeusvannamei de 2 campos 
langostineras, Ccoral S.A y Esmeralda ubicados en la región Tumbes  
(Figura 1), considerando 5 individuos por cada campo.Fueron transportados 
vivos en un balde de 20 L con agua de su estanque hasta el laboratorio de 
Biologia Molecular de la Facultad de Ingeniería Pesquera y Ciencias del Mar 
para su posterior análisis. 
 
Figura 1. Ubicación de los campos langostineros a partir del cual se extrajo la 
muestra 
 
 
 
Campo Ccoral 
Campo Esmeralda 
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4.2.2. Extracción de hemolinfa y hepatopáncreas 
Para la extracción de la hemolinfa se siguieron los siguientes pasos: 
 Se tomó un langostino, se lavó y se desinfectó conalgodón empapado con 
alcohol en la zona del quinto periópodo. 
 Usando una jeringa de 1 ml a la que previamentese le ha adicionó 
anticoagulante en proporción de 2:1, se extrajo la hemolinfa y se 
agregaron en tubos eppendorf. 
 Se realizaron diluciones seriadas hasta 10-2. 
Para la extracción del hepatopáncreas se siguió los siguientes pasos: 
 Se tomó un langostino, procediéndose a lavar la región del 
hepatopáncreas con solución salina estéril al 85% y alcohol. 
 Se lavó el langostino con solución salina estéril al 0,85% y con alcohol en 
la región del hepatopáncreas. 
 Con una tijera de disección estéril, se cortó el exoesqueleto en la región 
del cefalotórax, y se extrajo el hepatopáncreas entero, el cual se lavó 
nuevamente con solución salina estéril al 0,85%. 
 Se pesó el hepatopáncreas con la ayuda de la balanza analíticay se 
colocó en un tubo estéril. 
 Se maceró y enraso con solución salina al 0.85 % a 1 ml. De esta primera 
dilución se hicieron las demás diluciones seriadas hasta 10-2. 
4.2.3. Preparación de los medios 
TSA.- Se pesaron 4 g del medio TSA (Marca Oxoid, Inglaterra) para cada 100 
ml de agua destilada. La preparación se realizó en un matraz, el cual se selló la 
boca con papel aluminio y se agitó hasta su dilución total. El matraz con el 
medio se esterilizó en un autoclave a 121 °C y 15 lb/pulg2 por 15 minutos. Se 
dejó enfriar el medio esterilizado hasta 40 °C y luego fue vertido a las placas a 
razón de 20 ml aproximadamente de medio por placa. Esta operación se 
realizó cerca de un mechero para obtener la esterilización del trabajo, el medio 
de la placa se dejó solidificar para su posterior trabajo. 
TCBS.- Se pesaron 8.8 g del medio TCBS (Marca Oxoid, Inglaterra) para cada 
100 ml de agua destilada. La preparación se realizó en un matraz, el cual se 
selló la boca con papel aluminio y se agitó hasta su dilución total. El matraz con 
el medio se llevó a hervor 3 veces en un microondas. Se dejó enfriar el medio 
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esterilizado hasta 40 °C y luego fue vertido a las placas a razón de 20 ml 
aproximadamente de medio por placa. Esta operación se realizó cerca de un 
mechero para obtener la esterilización del trabajo, el medio de la placa se dejó 
solidificar para su posterior trabajo. 
TSB.- Se pesaron g del medio TSB (Marca Oxoid, Inglaterra) para cada 50 ml 
de agua destilada. Se prepararon 50 ml en un tubo falcon y se agitó hasta su 
dilución total. El tubo falcon con el medio se esterilizó en un autoclave a 121 °C 
y 15 lb/pulg2 por 15 minutos. Se dejó enfriar el medio esterilizado y se vertió en 
tubos eppendorf 1 ml del medio. Esta operación se realizó cerca de un 
mechero para obtener la esterilización del trabajo. 
 
4.2.4. Aislamiento y cultivo 
Cada uno de los tubos con las muestras de la hemolinfa y del hepatopáncreas 
fueron sembradas individualmente sobre el medio de cultivoTiosulfato Citrato 
Bilis Sacarosa (TCBS) y elmedio de cultivo Tripticasa Soya Agar (TSA), para la 
siembra se inocularon 50 µl de cada tubo a la placa y se esparció de forma 
homogénea con ayuda del asa de Drigalski, para el agar TSA se sembraron las 
tres diluciones (100, 10-1 y 10-2) y para el agar TCBS se sembraron 2 diluciones 
(100 y 101) cada placa fue rotulada, se le colocó parafilm y fueron incubadas a 
temperatura ambiente por 24 horas. 
El recuento de colonias se realizó a partir de las 24 horas, el número de 
unidades formadoras de colonias (UFC) fue calculado por mililitro para las 
muestras de hemolinfa y por gramo para las muestras de hepatopancreas para 
las diferentes muestras analizadas en los diferentes medios. 
Se seleccionó las colonias más representativas por cada placa y se le tomaron 
sus características (color, forma y tamaño) y fueron sub-cultivadas  en medio 
TSA para obtener colonias puras, se realizaron 3 purificaciones, cada 
purificación se realizó tomando una pequeña cantidad con el asa de Coll y 
sembrando en la placa con el agar TSA con el rayado de estrías. Obtenida la 
colonia pura se tomó una pequeña cantidad de la colonia y se sumergió en el 
tubo eppendorf con  el medio de cultivo TSB (2 tubos para cada muestra). 
 
 
 
25 
 
4.2.5. Identificación 
Se realizó mediante la técnica molecular, consistente en: 
4.2.5.1. Extracción de ADN: Se realizó la extracción de ADN para las 
muestras, siguiendo el protocolo de extracción de ADN bacterianopropuesto 
por Wilson (1997): 
- Se tomó 1 ml de cultivo puro en caldo TSB de cada cepa aislada. Se 
centrifugó el cultivo por 5 minutos a 10000 rpm y se descartó el 
sobrenadante. 
- Se colocó 567 µl de TE buffer, se adicionó 30 µl de SDS al 10% y 2 µl de 
proteinasa k de 20 mg/ml. Se homogenizó en el vortex e incubó por 1 hora 
a 37 °C en baño maria. 
- Se adicionó 100 µl de NaCl de 5M y 80 µl de solución CTAB/NaCl. Se 
mezcló profundamente en incubó por 10 min a 65 °C. 
- Se agregó 700 µl de una solución  cloroformo/alcohol isoamil (24:1), se 
homogenizó la muestra invirtiendo el tubo lentamente hasta formar una 
emulsión. Se centrifugó a 13000 rpm por 5 minutos, se formaron 3 fases 
dentro del microtubo. 
- Se transfirió la fase superior a microtubos nuevos y se agregó un volumen 
de solución fenol/cloroformo/alcohol isoamil (25:24:1) se homogenizó 
invirtiendo hasta formar una emulsión y se centrifugó a 13000 rpm por 5 
minutos, formándose 3 fases dentro del microtubo. 
- Se transfirió la fase superior a un nuevo microtubo y se trató con 2 
volumenes de solución de precipitación (isopropanol al 95%) e incubó a  
-20 °C por 10 minutos. Se centrifugó a 13000 rpm por 10 minutos. Se 
eliminó el sobrenadante. 
- Se adicionó 500 µl de solución de lavado (etanol al 75%). Se centrifugó a 
13000 rpm por 5 minutos y se eliminó el sobrenadante. 
- Se dejó secar el sedimento (ADN) con el tubo destapado cerca de un 
mechero por un máximo de 15 minutos. 
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- Resuspender el ADN en 100 µl de solución TE buffer previamente 
calentada a 65 °C. Se añadió 1 µl de RNAasa (Pure link) por cada muestra 
y luego conservado a – 20 °C para su amplificación. 
 
4.2.5.2. Amplificación del gen 16S ARNr. 
A las muestras de ADN extraído se les realizó una prueba de PCR dirigida al 
gen 16S ARNr  con el juego de iniciadores reportados por Peu, et al (2006), (27 
Forward y 1492 Reverse).  Las pruebas de PCR fue realizada en un volumen 
de reacción de 25 µl en un  equipo termociclador  utilizando el kit de PCR de 
Thermo Fisher Scientific, EE.UU (tabla1) 
Tabla 1. Reactivos y volumen usados en la PCR 
Reactivo Volumen(µl) 
Master mix PCR 12,5 
Agua ultra pura (AUP) 10,3 
Primer Forward 16S RNA-27F (10 pMol/µl) 0,6 
Primer Reverse 16S RNA-1492R (10 pMol/µl) 0,6 
ADN 1,0 
Total 25,0 
 
Luego  los microtubos con las muestras fueron colocados al termociclador el 
cual fue programado por 35 ciclos con las siguientes temperaturas: 
Tabla 2. Programación del termociclador para la amplificación del fragmento del 
gen 16S ARNr. 
Fase 
Temperatura 
(ºC) 
Tiempo 
Número 
de ciclos 
Pre desnaturalización 94 5 min 1 
Amplificación   35 
Desnaturalización 94 30 s  
Hibridación 56 45 s  
Polimerización 72 45 s  
Polimerización final 72 5 min 1 
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4.2.5.3. Amplificación de genes específicos Tox-R y VA  
Se utilizaron primer específicos toxR-F: GTCTTCTGACGCAATCGTTG  
toxR-R: ATACGAGTGGTTGCTGTCATG que amplifica en gel ToxR y son 
específicos para Vibrio parahaemolyticus con un tamaño de 368 pb  (Kim et. 
al., 1999). Así mismo se utilizaron los primer  
VA1: GCACTGTCCGTCATGCTATC y VA2: CATACGCAGCCAAAAATCAA  
que son específicos para Vibrio anguillarum (Prol, et al. 2008). 
La cantidad de reactivos fue igual a lo utilizado en la PCR del gen 16S ARNr y 
el programa del termociclador fue realizado de acuerdo a las Tabla 3 y 4. 
 
Tabla 3. Programación del termociclador para la amplificación del primer Tox-R. 
Fase 
Temperatura 
(ºC) 
Tiempo 
Número 
de ciclos 
Pre desnaturalización 94 5 min 1 
Amplificación   35 
Desnaturalización 94 45 s  
Hibridación 62 1 min  
Polimerización 72 1 min  
Polimerización final 72 5 min 1 
 
Tabla 4. Programación del termociclador para la amplificación del primer VA. 
Fase 
Temperatura 
(ºC) 
Tiempo 
Número 
de ciclos 
Pre desnaturalización 94 5 min 1 
Amplificación   35 
Desnaturalización 94 45 s  
Hibridación 58 45 s  
Polimerización 72 1 min  
Polimerización final 72 5 min 1 
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4.2.5.4. Electroforesis 
Se realizó en un gel de agarosa al 1,75 %, para lo cual se añadió 2,1 g de 
agarosa en 120 ml de buffer de tris, ácido acético y EDTA (TAE) a una 
concentración 1X, el cual se utilizó como tampón de migración, se colocó al 
microonda por 2 minutos. Se dejó enfriar y posteriormente le agregó 5 µl de 
bromuro de etidio. La solución fue vertida en una bandeja y se dejó solidificar. 
Los amplicones para la migración se prepararon mezclando  
2 µl de azul de bromofenol (tampón de depósito) y 10 µl de cada amplicón 
procedente de la PCR y colocadas en los pocillos del gel de agarosa en la 
cámara de electroforesis. Conjuntamente se hizo migrar un marcador de peso 
molecular de 10 a 1000 pares de bases (pb). La migración del ADN se realizó a 
80 V durante 30 minutos luego este gel con  el ADN se colocaron en 
untransiluminador UVy fueron fotografiados con cámara digital para así 
determinar la amplificación del fragmento del gen 16S ARNr. 
Comprobada la presencia de ADN en los amplicones se prepararon los 
amplicones en microtubos eppendorf de 0,5 ml junto con los iniciadores 
universales para el gen 16S ARNr y empacadas en hielo seco han sido 
enviadas a la empresa Macrogen en la ciudad de New York, Estados Unidos; 
para realizar la secuenciación de las 2 cadenas de cada producto amplificado. 
4.2.5.5. Lectura y análisis de la secuencia 
Obtenidas las secuencias de ADN de cada producto amplificado, éstas fueron 
alineadas con el software libre MEGA 4 y comparadas posteriormente con las 
secuencias de 16S ADNr que se encuentra en la base de datos de acceso 
público del GenBank mediante el software Basic Local Alignment Search 
Tools(BLAST) (www.ncbi.mln.nih.gov/BLAST/). Para así buscar las especies o 
géneros con mayor porcentaje de identificación en las muestras secuenciadas. 
 
 
 
 
 
 
29 
 
V. RESULTADOS 
5.1 Aislamiento de las colonias bacterianas 
Se realizó el conteo de UFC para cada una de las placas (tabla 5) 
Tabla 5. Crecimiento bacteriano en la hemolinfa y hepatopáncreas en cada 
placa. 
MUESTRAS 
NUMERO DE UFC 
TSA TCBS 
100 10-1 10-2 100 10-1 
M
U
E
S
T
R
E
O
 1
 
HL1 12 420 390 - - 
HP1 + 90 215 80 180 
HL2 68 430 440 - - 
HP2 + 150 380 + 96 
HL3 82 480 460 3 - 
HP3 120 300 180 92 16 
HL4 95 320 290 1 - 
HP4 + 58 320 110 96 
HL5 108 240 460 5 - 
HP5 + 34 280 110 40 
M
U
E
S
T
R
.E
O
 2
 
HL1 20 320 240 - 2 
HP1 + 120 190 55 170 
HL2 8 330 290 - - 
HP2 140 210 420 85 118 
HL3 65 360 380 4 - 
HP3 + 150 370 48 36 
HL4 42 280 310 - - 
HP4 + 410 370 + 94 
HL5 93 310 420 - - 
HP5 114 220 360 86 114 
 
+: Incontable 
-: Ausente 
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5.2 Cálculo de la cantidad de UFC presentes en la hemolinfa y 
hepatopáncreas. 
Se realizó un cálculo del número de UFC presentes en la hemolinfa y 
hepatopáncreas para las diferentes muestras analizadas en los medios TSA y 
TCBS. El número de UFC fue calculado por mililitro para las muestras de 
hemolinfa y por gramo para las muestras de hepatopáncreas (tabla 6) 
Tabla 6. Crecimiento bacteriano por mililitro de hemolinfa y por gramo de 
hepatopáncreas. 
MUESTRAS 
NUMERO DE UFC 
TSA TCBS 
100 10-1 10-2 100 10-1 
M
U
E
S
T
R
E
O
 1
 
1
0
4
 U
F
C
/m
l HL1 0,024 8,4 78 - - 
HL2 0,136 8,6 88 - - 
HL3 0,164 9,6 92 60 - 
HL4 0,19 6,4 58 20 - 
HL5 0,216 4,8 92 100 - 
1
0
4
 U
F
C
/g
 HP1 + 4,15 99,08 0,37 8,29 
HP2 + 5,12 129,7 + 3,28 
HP3 0,49 12,2 73,17 0,37 0,65 
HP4 + 3,19 175,8 0,6 5,27 
HP5 + 1,29 106,1 0,42 1,52 
M
U
E
S
T
R
E
O
 2
 
1
0
4
 U
F
C
/m
l HL1 0,04 6,4 48 - 0,04 
HL2 0,016 6,6 58 - - 
HL3 0,13 7,2 76 0,08 - 
HL4 0,084 5,6 62 - - 
HL5 0,186 6,2 84 - - 
1
0
4
 U
F
C
/g
 HP1 + 11,1 175,9 0,51 15,7 
HP2 0,99 14,79 295,8 0,59 8,31 
HP3 + 11,8 291,3 0,38 2,83 
HP4 + 24,6 221,6 + 5,63 
HP5 0,97 18,6 305,1 0,73 9,66 
 
+: Incontable 
-: Ausente 
 
 
 
 
 
31 
 
 
5.3 Características morfológicas de las UFC seleccionadas 
Se seleccionaron las UFC de las placas con medio TCBS (tabla 7), se tomaron 
sus características (color, forma y tamaño) para su purificación (tabla 8). 
Tabla 7. Selección de las UFC de las placas con medio TCBS. 
 PLACAS UFC 
M
U
E
S
T
R
E
O
 1
 
HP2 10-1 1,2,3,4,5 
HP3 10-1 6,7,8,9,10 
HP4 10-1 11,12,13,14 
HP3 100 15,16,17,18 
HL3 100 19,20 
HL5 100 21,22,23 
HL4 100 24 
M
U
E
S
T
R
E
O
 2
 
HL1 10-1 1 
HP2 100 2,3,4 
HP2 10-1 5,6,7,8,9 
HP1 10-1 10,11,12,13 
HL3 100 14,15 
HP4 10-1 16,17,18 
HP5 100 19,20,21 
 
Tabla 8. Características morfológicas de las UFC seleccionadas. 
 
 UFC 
CARACTERISTICAS 
COLOR FORMA TAMAÑO 
M
U
E
S
T
R
E
O
 1
 
1 Amarilla Redonda Mediana 
2 Amarilla Irregular Mediana 
3 Amarilla Redonda Pequeña 
4 Amarilla Irregular Mediana 
5 Amarilla Redonda Mediana 
6 Amarilla Redonda Pequeña 
7 Amarilla Redonda Mediana 
8 Amarilla Irregular Mediana 
9 Amarilla Irregular Pequeña 
10 Amarilla Redonda Pequeña 
11 Amarilla Redonda Pequeña 
12 Amarilla Irregular Mediana 
13 Amarilla Redonda Pequeña 
14 Amarilla Redonda Mediana 
15 Amarilla Redonda Grande 
16 Amarilla Irregular Pequeña 
17 Verde Redonda Pequeña 
18 Verde Redonda Pequeña 
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19 Amarilla Redonda Pequeña 
20 Amarilla Irregular Grande 
21 Amarilla Redonda Pequeña 
22 Amarilla Irregular Mediana 
23 Amarilla Irregular Mediana 
24 Verde Redonda Pequeña 
M
U
E
S
T
R
E
O
 2
 
1 Amarilla Redonda Pequeña 
2 Amarilla Irregular Mediana 
3 Amarilla Irregular Grande 
4 Amarilla Redonda Pequeña 
5 Amarilla Redonda Pequeña 
6 Amarilla Irregular Mediana 
7 Amarilla Redonda Mediana 
8 Amarilla Irregular Mediana 
9 Amarilla Irregular Grande 
10 Amarilla Redonda Mediana 
11 Amarilla Redonda Pequeña 
12 Amarilla Redonda Mediana 
13 Verde Redonda Pequeña 
14 Amarilla Irregular Grande 
15 Amarilla Irregular Pequeña 
16 Amarilla Irregular Pequeña 
17 Amarilla Redonda Mediana 
18 Amarilla Irregular Pequeña 
19 Amarilla Irregular Mediana 
20 Amarilla Redonda Mediana 
21 Verde Redonda Pequeña 
 
5.4 Selección de las UFC más representativas. 
Se seleccionaron 13 UFC más representativas para su identificación (tabla 9) 
Tabla 9. Selección de las UFC más representativas. 
CODIGO 
CARACTERISTICAS 
COLOR FORMA TAMAÑO 
1 HPI Amarilla Redonda Mediana 
2 HP2 Amarilla Irregular Mediana 
3 HP2 Amarilla Irregular Grande 
9 HPI Amarilla Irregular Pequeña 
10 HP2 Amarilla Redonda Mediana 
12 HPI Amarilla Irregular Mediana 
13 HP2 Verde Redonda Pequeña 
15 HPI Amarilla Redonda Grande 
18 HP2 Amarilla Irregular Pequeña 
18 HPI Verde Redonda Pequeña 
20 HLI Amarilla Irregular Grande 
21 HLI Amarilla Redonda Pequeña 
21 HP2 Verde Redonda Pequeña 
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5.5 Amplificación del fragmento del gen 16S ARNr 
El resultado de la amplificación determinó que si hubo migración en el gel de 
agarosa, observándose bandas en las muestras de las UFC seleccionadas; 
esto permitió verificar la presencia del amplicón tal como se observa en la 
figura 2 y 3. 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Amplificación del fragmento del gen 16S ARNr del muestreo 1.1-11 
muestras trabajadas. 12: Control positivo. 13: Control negativo.MPM: Marcador 
de peso molecular. 
 
Figura 3. Amplificación del fragmento del gen 16S ARNr del muestreo 2. 1-17 
muestras trabajadas. 18: Control positivo. 19: Control negativo. MPM: Marcador 
de peso molecular. 
 
5.6 Amplificación de los  primer específicos 
5.6.1 Amplificación del primer Tox-R (Vibrio parahaemolyticus) 
El resultado de la amplificación determinóque si hubo migración en el gel de 
agarosa para las muestras con el código 21 HP2 y 13 HP2, lo cual confirma la 
presencia de Vibrio parahaemolyticus tal como se observa en la figura 4. 
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Figura 4.Amplificación de las muestras trabajadas con el primer Tox-R.1-11 
muestras trabajadas 12: Control positivo. 13: Control negativo. MPM: 
Marcador de peso molecular. 7 y 11 muestras amplificadas. 
 
 
5.6.2 Amplificación del primer VA (Vibrio anguillarum) 
El  resultado determinó que no hubo migración de las muestras en el gel de 
agarosa, debido a que  no se observó presencia de ADN tal como se observa 
en la figura 5. 
 
Figura 5.Amplificación de las muestras trabajadas con el primer VA. 1-11 
muestras trabajadas 12: Control positivo. 13: Control negativo. 
 
 
5.7 Identificación de las colonias bacterianas a través de las secuencias 
nucleótidos del gen 16S ARNr. 
 
La identificación bacteriana para cada una de las colonias bacterianas que 
fueron seleccionadas y que representaban la muestra trabajada se muestra en 
la tabla 8. 
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Tabla 10. Bacterias identificadas de las colonias bacterianas seleccionadas. 
CODIGO RESULTADO PORCENTAJE DE 
SIMILITUD 
1 HPI Vibrio shilonii 99 % 
2 HP2 Vibrio communis 100 % 
3 HP2 Vibrio harveyi 100 % 
9 HPI Vibrio tubiashi 99 % 
10 HP2 Vibrio shilonii 99 % 
12 HPI Vibrio sp 99 % 
13 HP2 Vibrio sp 99 % 
15 HPI Vibrio brasiliensis 99 % 
18 HP2 Vibrio tubiashii 99 % 
18 HPI Vibrio sp 99 % 
20 HLI No alineada --- 
21 HLI Vibrio tubiashii 99 % 
21 HP2 Vibrio parahaemolyticus 99 % 
 
 
 
VI. DISCUSIÓN 
En la presente investigación fue posible identificar molecularmente a las 
bacterias del género Vibrio aisladas del hepatopáncreas y de la hemolinfa de 
langostinos provenientes de cultivo semi-intensivo. Las  cepas de bacterias 
aisladas tuvieron con una porcentaje de similitud del gen 16S ARNr entre 99 y 
100% y estuvieron conformadas por V. shilonii, V. communis, V. harveyi, V. 
tubiashii, V. brasiliensis, V. parahaemolyticusy Vibrio sp. 
Varias de estas bacterias también han sido reportadas en otras investigaciones 
como parte de la flora bacteriana de muchas especies de langostinos, incluso 
alguna de ellas son causantes de patologías. 
De los resultados obtenidos de las 13 cepas secuenciadas, una de las cepas 
obtenidas a partir del hepatopáncreas, se identificó como Vibrio harveyi  con un 
porcentaje de similitud de 100 %. Este tipo de Vibrio ha sido muy mencionado 
en diferentes trabajos que lo reportan como patógeno de peces e invertebrados 
marinos particularmente de langostinos peneidos. Puede causar la enfermedad 
conocida como el síndrome del rojo brillante en Litopenaeus vannamei del 
pacifico (Espinoza-Valles et al. 2012, Soto et al. 2012), también infecciones 
hepatopancreáticas en Penaeus monodon (Jiravanichpaisal, Miyazaki y 
Limsuwan2011). Además se ha encontrado a diferentes cepas que no 
necesariamente son patógenos sino que son habitantes naturales del medio 
acuático marino. Al respecto Gopal et al. (2004) reportó que esta especie de 
Vibrio  se encuentra presente entre un 1-7% en la costa marina de la India. Asi 
mismo  Haldar et al. (2011) identificó 2 cepas no patógenas de Vibrio harveyi a 
partir de estanques de cultivo. 
Se identificaron 2 cepas de Vibrio shilonii de las 13 cepas identificadas, estas 
cepas fueron aisladas del hepatopáncreas del langostino, semejante a 
Longyant et al. (2008) que identificaron Vibrio Shilonii de muestras de 
langostino muerto por causas desconocidas, usando técnicas moleculares 
utilizando el gen 16S ARNr, con el cual demostraron que la mortalidad se debía 
a la presencia de Vibrio spp. 
Vibrio parahaemolyticus ha sido reportado por Gopal et al. (2005) de 
langostinos en cultivos de la India, utilizando pruebas bioquímicas estándar y 
confirmando los resultados con PCR usando los primers específicos toxR. Al 
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igual que en el presente trabajo, se confirmó con el uso de los primers 
específicos toxR, el resultado de las muestras que fueron secuenciadas con el 
gen 16S ARNr. 
Vibrio parahaemolyticus es una especie que puede encontrarse en langostinos 
que no presentan síntomas de enfermedad ya que en el presente trabajo han 
sido encontradas dos especies de V. parahaemolyticus, aisladas del 
hepatopáncreas de langostinos sin problemas de enfermedad y  
Hernández-López et al. (1997) también reporta la presencia de V. 
parahaemolyticus en el intestino de langostino sano (Penaeus 
californiensis).Sin embargo, también pueden encontrarse en langostino con 
comportamiento y características físicas no saludables, como lo menciona Felix 
et al. (2011). 
De los resultados obtenidos, 2 cepas bacterianas con 99% de similitudse 
identificaron como Vibrio tubiashii, estas bacterias son reportadas como 
bacterias presentes en moluscos bivalvos como las ostras del género 
Crassostrea, causantes de problemas en su cultivo, como menciona Richards 
et al. (2015) quien reporta 2 cepas de V. tubiashii altamente infecciosas en 
larvas de ostras del pacifico. 
  
 
 
 
VII. CONCLUSIONES 
 
1. Se logró identificar 6 especies de Vibrio en las muestrasestudiadas, las 
que estuvieron formadas por: V. shilonii, V. communis, V. harveyi, V. 
tubiashi, V. brasiliensis, V. parahaemolyticus. 
2. La secuenciación confirmó la idoneidad del primer utilizado para amplificar 
una región específica a  Vibrio parahaemolyticus.  
3. La cantidad de bacterias del género Vibriorepresentaron en total el  
16,6% de las bacterias heterótrofas totales cultivables de la hemolinfa y 
hepatopáncreas del langostino. 
4. La mayor carga bacteriana en el langostino se presenta en mayor 
proporción en el hepatopáncreas en relación con la hemolinfa. 
5. De las 13 cepas identificadas, 10 cepas fueron colonias amarillas y 3 
cepas fueron colonias verdes. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
VIII. RECOMENDACIONES 
1. Realizar pruebas in vivo e in vitro para determinar la patogenocidad de las 
cepas de Vibrio aisladas en el presente trabajo, principalmente aquellas 
que son reportadas como patógenos. 
2. Secuenciar la totalidad de las cepas bacterianas aisladas de langostino  
(Litopenaeus vannamei). 
3. Diseñar primers específicos para realizar ensayos con las bacterias 
identificadas. 
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ANEXOS 
 
ANEXO 1.Secuenciación obtenida de las 12 muestras secuenciadas 
Secuencia obtenida de la muestra 1HPI 
CTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAACGAGTTATCTGAACCTTCGGGGGACGATAACGG
CGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCG
CATAATACCTTCGGGTCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGG
TAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGG
TTGTAAAGCACTTTCAGTCGTGAGGAAGGTAGTGTAGTTAATAGCTGCATTATTTGACGTTAGCGACAGAAGAAGCACCGGCTA
ACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTG
TTAAGTCAGATGTGAAAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAATAGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGA
ATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTGACACTC
AGATGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGTGGCC
TTGAGCCGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTT
TCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTA
AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCACTTCGGGTGGGAACTCCAGGGAGACTGCCGGTGATAAACCGG
AGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAGAGGGCG
GCCAACTTGCGAGAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCGTGAAGTCGGAA
TCGCTAGTAATCGTGGATCANAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGC
TGCAAAAGAAGTAGGTAGTTTAACCCTTCGGGAGGACGCTTTACCACTTTGTGGTTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACCAAGG
TAAC 
Secuencia obtenida de la muestra 2 HP2 
AGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAACGAGTTATCTGAACCTTCGGGGAACGATAACGGCGT
CGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCAT
AATGCCTACGGGCCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAA
TGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACG
GGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTG
TAAAGCACTTTCAGTCGTGAGGAAGGTAGTGTAGTTAATAGCTGCATTATTTGACGTTAGCGACAGAAGAAGCACCGGCTAACT
CCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTA
AGTCAGATGTGAAAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAATAGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGAATT
TCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTGACACTCAG
ATGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGTGGCCTT
GAGCCGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAATTGACGG
GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTTC
CAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTAATGTCGGGAACTCCAGGGAGACTGCCGGTGATAAACCGG
AGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAGAGGGCA
GCAAGCTAGCGATAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAA
TCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGC
TGCAAAAGAAGTAGGTAGTTTAACCTTCGGGAGGACGCTTACCACTTTGTGGTTCATGACTGGGTGA 
Secuencia obtenida de la muestra 3 HP2 
CTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAACGAGTTATCTGAACCTTCGGGGAACGATAACGG
CGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCG
CATAATGCCTACGGGCCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGG
TAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGG
TTGTAAAGCACTTTCAGTCGTGAGGAAGGTAGTGTAGTTAATAGCTGCATTATTTGACGTTAGCGACAGAAGAAGCACCGGCTA
ACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTG
TTAAGTCAGATGTGAAAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAATAGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGA
ATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTGACACTC
AGATGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGTGGCC
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TTGAGCCGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTT
TCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTA
AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTAATGTCGGGAACTCCAGGGAGACTGCCGGTGATAAACCG
GAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAGAGGGC
AGCAAGCTAGCGATAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGA
ATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGG
CTGCAAAAGAAGTAGGTAGTTTAACCTTCGGGAGGACGCTTACCACTTTGTGGTTCATGACTGGGGTGAAGTC 
Secuencia obtenida de la muestra 9 HPI 
TCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAACGACTTAACTGAACCTTCGGGGAACGTTAAGGGC
GTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTGGGAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGC
ATAATAGCTTCGGCTCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCCAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGT
AAGGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTA
CGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGT
TGTAAAGTACTTTCAGCAGTGAGGAAGGTTCATGCGTTAATAGCGTATGGATTTGACGTTAGCTGCAGAAGAAGCACCGGCTA
ACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTG
TTAAGTCAGATGTGAAAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAATTGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGA
ATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTGACACTC
AGATGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGTGGCC
TTGAGCCGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTT
TCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTA
AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTAATGTCGGGAACTCCAGGGAGACTGCCGGTGATAAACCG
GAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAGAGGGC
GGCCAACTTGCGAAAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGA
ATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGG
CTGCAAAAGAAGTAGGTAGTTTAACCTTCGGGAGAACGCTTACCACTTTGTGGTTCATGACTGGGGTGAAGTC 
Secuencia obtenida de la muestra 10 HP2 
CGAATCCGGACCCAATAGACCANCGTCTTATGTTGCAGACTCCTCATCTTGCTGTGGATCCCNNCGACCAAGATCACTGGAGGG
CTGGTACTTTTNGACTCCCCAAATTCCCTCGGCGACCAGGACAAACTTAACCCNNNNNNNNNNNNGGAGTATTTNAAAGTTTT
TTTNNNANCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAACGAGTTAACTGAACCTTCGGGGAAC
GTTAACGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTGGGAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGC
TAATACCGCATAATAGCTTCGGCTCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCCAGGTGGGATTAGCTAGTT
GGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCA
GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGC
CTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCAGTGAGGAAGGTGGGTATGTTAATAGCATACTCATTTGACGTTAGCTGCAGAAGAAGCA
CCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAG
GTGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAATTGCATTTGAAACTGGCAAACTAGAGTACTGTAGAGG
GGGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATA
CTGACACTCAGATGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAG
GTTGTGGCCTTGAGCCGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAA
TGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCT
ACAGAAGCCAGCGGAGACGCAGGTGTGCCTTCGGGAACTGTAAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAA
TGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCACTTCGGGTGGGAACTCCAGGGAGACTGCCGGTG
ATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATAC
AGAGGGCGGCCAACTTGCGAAAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGA
AGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGG
GAGTGGGCTGCAAAAGAAGTGGGTAGTTTAACCTTCGGGAGGACGCTCACCACTTTGTGGTTCATGACTGGGGTGAGC 
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Secuencia obtenida de la muestra 12 HPI 
AGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAACGAGTTATCTGAACCTTCGGGGAACGATAAC
GGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATAC
CGCATAATGCCTACGGGCCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGA
GGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTC
CTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCG
GGTTGTAAAGCACTTTCAGTCGTGAGGAAGGTGGTAGTGTTAATAGCACTATCATTTGACGTTAGCGACAGAAGAAGCACCGG
CTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGT
TTGTTAAGTCAGATGTGAAAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAATAGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGT
AGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTGAC
ACTCAGATGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGT
GGCCTTGAGCCGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAAT
TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAG
AACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTAATGTCGGGAACTCCAGGGAGACTGCCGGTGATAA
ACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAGA
GGGCAGCAAGCTAGCGATAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGT
CGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAG
TGGGCTGCAAAAGAAGTAGGTAGTTTAACCTTCGGGAGGACGCTTACCACTTTGTGGTTCATGACTGGGGTGAAGTCGTA 
Secuencia obtenida de la muestra 13 HP2 
CTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAACGAGTTATCTGAACCTTCGGGGAACGATAACGG
CGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCG
CATGATGCCTACGGGCCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGG
TAAGGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGG
TTGTAAAGCACTTTCAGTCGTGAGGAAGGTAGTGTAGTTAATAGCTGCATTATTTGACGTTAGCGACAGAAGAAGCACCGGCTA
ACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTG
TTAAGTCAGATGTGAAAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAATTGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGA
ATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTGACACTC
AGATGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGTGGCC
TTGAGCCGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTT
TCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTA
AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTAATGTCGGGAACTCCAGGGAGACTGCCGGTGATAAACCG
GAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAGAGGGC
AGCCAACTTGCGAAAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGA
ATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGG
CTGCAAAAGAAGTAGGTAGTTTAACCTTCGGGGGGACGCTTACCACTTTGTGGTTCATGACTGGGGTGAGC 
Secuencia obtenida de la muestra 15 HPI 
TATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAACGAGTTAACTGAACCTTCGGGGAACGTT
AACGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTGGGAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAA
TACCGCATAATAGCTTCGGCTCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCCAGGTGGGATTAGCTAGTTGG
TGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGA
CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTT
CGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCAGTGAGGAAGGCGGAGTCGTTAATAGCGGCCTCGTTTGACGTTAGCTGCAGAAGAAGCACC
GGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGT
GGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAATTGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGAGGGG
GGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACT
GACACTCAGATGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGT
TGTGGCCTTGAGCCGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATG
 
46 
 
AATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAG
AGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGT
TGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCACTTCGGGTGGGAACTCCAGGGAGACTGCCGGTGATA
AACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAG
AGGGCGGCCAACTTGCGAAAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAG
TCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGA
GTGGGCTGCAAAAGAAGTGGGTAGTTTAACCTTCGGGAGGACGCTCACCACTTTGTGGTTCATGACTGGGGTGA 
Secuencia obtenida de la muestra 18 HP2 
TCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAACGACTTAACTGAACCTTCGGGGAACGTTAAGGGC
GTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTGGGAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGC
ATAATAGCTTCGGCTCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCCAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGT
AAGGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTA
CGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGT
TGTAAAGTACTTTCAGCAGTGAGGAAGGTTCATGCGTTAATAGCGTATAGATTTGACGTTAGCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAA
CTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGT
TAAGTCAGATGTGAAAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAATTGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGAA
TTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTGACACTCA
GATGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGTGGCCT
TGAGCCGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAATTGACG
GGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTT
CCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTAATGTCGGGAACTCCAGGGAGACTGCCGGTGATAAACCGG
AGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAGAGGGCG
GCCAACTTGCGAAAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAA
TCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGC
TGCAAAAGAAGTAGGTAGTTTAACCTTCGGGAGAACGCTTACCACTTTGTGGTTCATGACTGGGGTGAG 
Secuencia obtenida de la muestra 18 HPI 
TAGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAACGAGTTAACTGAACCTTCGGGGAACGTTA
ACGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTGGGAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAAT
ACCGCATAATAGCTTCGGCTCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCCAGGTGGGATTAGCTAGTTGGT
GAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGAC
TCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTC
GGGTTGTAAAGTACTTTCAGCAGTGAGGAAGGTGGGTATGTTAATAGCATACTCATTTGACGTTAGCTGCAGAAGAAGCACCG
GCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTG
GTTTGTTAAGTCAGATGTGAAAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAATTGCATTTGAAACTGGCAAACTAGAGTACTGTAGAGGGGG
GTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTG
ACACTCAGATGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTT
GTGGCCTTGAGCCGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGA
ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCTACA
GAAGCCAGCGGAGACGCAGGTGTGCCTTCGGGAACTGTAAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGT
TGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCACTTCGGGTGGGAACTCCAGGGAGACTGCCGGTGATA
AACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAG
AGGGCGGCCAACTTGCGAAAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAG
TCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGA
GTGGGCTGCAAAAGAAGTGGGTAGTTTAACCTTCGGGAGGACGCTCACCACTTTGTGGTTCATGACTGGGGTGAAGTC 
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Secuencia obtenida de la muestra 20 HLI 
TATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAACGAGTTAACTGAACCTTCGGGGAACGTT
AACGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTGGGAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAA
TACCGCATAATAGCTTCGGCTCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCCAGGTGGGATTAGCTAGTTGG
TGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGA
CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTT
CGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCAGTGAGGAAGGTGTTGGTGTTAATAGCGGTATCATTTGACGTTAGCTGCAGAAGAAGCACC
GGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGT
GGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAATTGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGAGGGG
GGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACT
GACACTCAGATGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGT
TGTGGCCTTGAGCCGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATG
AATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAG
AGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGT
TGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCACTTCGGGTGGGAACTCCAGGGAGACTGCCGGTGATA
AACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAG
AGGGCGGCCAACTTGCGAGAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCGTGAAG
TCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGA
GTGGGCTGCAAAAGAAGTGGGTAGTTTAACCTTCGGGGGGGACGCTCACCACTTTGTGGTTCATGACTGGGGGTGAAGTCGTA 
Secuencia obtenida de la muestra 21 HP2 
TCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAACGAGTTATCAGAACCTTCGGGGGACGATAACGG
CGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCG
CATGATGCCTACGGGCCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGG
TAAGGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGG
TTGTAAAGCACTTTCAGTCGTGAGGAAGGTGGTGTAGTTAATAGCTGCATCATTTGACGTTAGCGACAGAAGAAGCACCGGCTA
ACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTG
TTAAGTCAGATGTGAAAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAATTGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGA
ATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTGACACTC
AGATGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGTGGCC
TTGAGCCGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTT
TCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTA
AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTAATGTCGGGAACTCCAGGGAGACTGCCGGTGATAAACCG
GAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAGAGGGC
AGCCAACTTGCGAAAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGA
ATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGG
CTGCAAAAGAAGTAGGTAGTTTAACCTTCGGGGGGACGCTTACCACTTTGTGGTTCATGACTGGGGTGA 
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ANEXO 2. Resultado final de la secuencia de nucleótidos de cada una de 
las muestras trabajadas. 
1 HPI 
 
Figura 6. Resultado final de la secuencia de nucleótidos que corresponde a un 
99 % de similitud de Vibrio shilonii. Según el programa BLAST de la 
base de datos delNIH. 
2 HP2 
 
Figura 7. Resultado final de la secuencia de nucleótidos que corresponde a un 
99 % de similitud de Vibrio communis. Según el programa BLAST de 
la base de datos delNIH. 
3 HP2 
 
 
Figura 8. Resultado final de la secuencia de nucleótidos que corresponde a un 
99 % de similitud de Vibrio harveyi. Según el programa BLAST de la 
base de datos delNIH. 
 
9 HPI 
 
Figura 9. Resultado final de la secuencia de nucleótidos que corresponde a un 
99 % de similitud de Vibrio tubiashii. Según el programa BLAST de la 
base de datos delNIH. 
 
 
49 
 
10 HP2 
 
Figura 10. Resultado final de la secuencia de nucleótidos que corresponde a un 
99 % de similitud de Vibrio shilonii. Según el programa BLAST de la 
base de datos delNIH. 
12 HPI 
 
Figura 11. Resultado final de la secuencia de nucleótidos que corresponde a un 
99 % de similitud de Vibrio sp. Según el programa BLAST de la base 
de datos delNIH. 
13 HP2 
 
Figura 12. Resultado final de la secuencia de nucleótidos que corresponde a un 
99 % de similitud de Vibrio sp. Según el programa BLAST de la base 
de datos delNIH. 
15 HPI 
 
Figura 13. Resultado final de la secuencia de nucleótidos que corresponde a un 
99 % de similitud de Vibrio brasiliensis. Según el programa BLAST de 
la base de datos delNIH. 
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18 HP2 
 
Figura 14. Resultado final de la secuencia de nucleótidos que corresponde a un 
99 % de similitud de Vibrio tubiashii. Según el programa BLAST de la 
base de datos delNIH. 
18 HPI 
 
Figura 15. Resultado final de la secuencia de nucleótidos que corresponde a un 
99 % de similitud de Vibrio shilonii. Según el programa BLAST de la 
base de datos delNIH. 
21 HLI 
 
Figura 16. Resultado final de la secuencia de nucleótidos que corresponde a un 
99 % de similitud de Vibrio tubiashii. Según el programa BLAST de la 
base de datos delNIH. 
21 HP2 
 
Figura 17. Resultado final de la secuencia de nucleótidos que corresponde a un 
99 % de similitud de Vibrio parahaemolyticus. Según el programa 
BLAST de la base de datos delNIH. 
 
